Pontificia Universidade Catodlica de Goias
Programa de Pos-Graduacdo Stricto Sensu
Nucleo de Pesquisas Replicon

ANALISE DO PERFIL GENOMICO DA PERDA
AUDITIVA SENSORIONEURAL NAO SINDROMICA

Goiania-GO
© Setembro, 2011



Pontificia Universidade Catdlica de Goias
Programa de Pds-Graduacao Stricto Sensu
Nucleo de Pesquisas Replicon

ANALISE DO PERFIL GENOMICO DA PERDA
AUDITIVA SENSORIONEURAL NAO SINDROMICA

Dissertagdo apresentada ao Programa de
Mestrado em Genética da Pontificia
Universidade Catolica de Goids como
requisito parcial para a obtencdo do titulo
de Mestre em Genética.

Orientanda: Luciana Alves Antonio Machado
Orientador: Dr. Aparecido Divino da Cruz, PhD
Co-Orientador: Dr. Claudio Carlos da Silva

Goiania
Setembro, 2011



“Comece fazendo o que é necessdrio, depois o que é possivel, e de

repente vocé estard fazendo o impossivel."

Sdo Francisco de_Assis



Dedico este trabalho:
A minha Familia,
que apdia os meus sonhos e minhas batalhas,

e, incondicionalmente, comemora minhas conquistas.

v



Agradecimentos

Que eu jamais me esqueca que Deus me ama infinitamente, que um pequeno grio de alegria e
esperanga dentro de cada um é capaz de mudar e transformar qualquer coisa,pois... A vida é
construida nos sonhos e concretizada no amor.

Francisco Candido Xavier

Agradeco a Deus, Ser maior que me fez entender o quanto Ele ¢ supremo, fiel e

justo.

Quando ainda em davida do passo que daria para minha formagao, tive a grata
satisfacdo de ser apresentada a Genética por aquele que viria a ser o meu orientador.
Sabia que teria um grande mestre, parceiro, mas ndo tinha idéia que encontraria um
grande amigo, irmdo, pai e algumas vezes filho. Um coragdo impossivel de se medir.
Uma for¢a desconhecida por ele mesmo, uma pureza de alma digna de criangas. Um
encantador de gente!!! Deu-me a honra de compartilhar de sua vida e de sua familia.
Esteve presente em todos os momentos, dedicando carinho, atencdo e confianca. Com
paixdo, em tudo que faz, impulsionou-me, sendo o alicerce fundamental para que este
trabalho fosse realizado. Obrigada AMIGO Dr. Aparecido Divino da Cruz, nosso

“Peixoto”!

Estou certa de que existem anjos... me deparei com um sem asas, Dr. Claudio
Carlos da Silva, com seu jeito sereno, equilibrado e alegre, ndo mediu esfor¢os para o
apoio de todo trabalho. Sempre disposto a se desdobrar e atender a todos, inclusive a
mim, que chegava sem avisar e era recebida sempre com um carinhoso sorriso. Suas
aulas tdo claras eram como um passeio, sempre envolvida em prazer. Pegou-me pelas
maos ¢ me levou, quase sem que eu percebesse, ao mundo da genética. Conheci o
verdadeiro valor de uma amizade. Agradego, em reveréncia, todo seu carinho e apoio,

meu amigo “Claudinho”.

A minha “quase” amiga de infancia Dra. Daniela de Melo e Silva, com seu jeito
elétrico de ser, transborda energia; a imensiddao de seus conhecimentos, o dinamismo, a
competéncia e a determinagdo parecem nao caber em vocé. Por isso, minha admiracao ¢

ainda maior. Eternamente obrigada.



Um “grande menino” que sempre se referia a mim como “professora”,
“senhora”, me mostrou ser repleto de conhecimento e capacidade. Com muita calma
esclarecia minhas duvidas e conduzia os meus caminhos. Fez-me admira-lo e respeita-lo
a cada dia mais. SO tenho a agradecer por tudo que fez a mim e a este trabalho.

Raimundo Lima da Silva Junior, meu muito obrigada.

Aos amigos do Nucleo de Pesquisas Replicon — Departamento de Biologia da
Pontificia Universidade Catolica de Goias: Cristiano Luiz Ribeiro, Damiana Mirian da
Cruz e Cunha, Eduardo Rocha Pedrosa, Emilia Oliveira Alves Costa, Juliana Abreu,
Rafael Cosme Machado, Thais Ciddlia Vieira e Gustavo Silva Pinto pelo apoio,

compreensao, amizade, dedicacdo e torcida constantes. Muito obrigada!

Aos meus queridos alunos, agora profissionais da Fonoaudiologia, Jaime Gomes
Silva Filho, Nayana Thaysse Araujo Muniz e Vanessa Rodrigues de Lima, pelo
carinho, compreensdo, disposi¢do, dedicacdo, desprendimento, amizade, parceria e
torcida, minha admiragdo e meu obrigada do fundo do coragdo. “... sem vocés eu nada

seria...”

A todos colegas de turma que participaram de cada tijolo colocado na nossa

constru¢do: obrigada.

Um especial agradecimento aos que foram mais que colegas, parceiros € amigos:
Fernanda C. Stegani, Patricia Bonilha, Rodrigo Bernini e Junelle Paganini. Tudo

ficou mais facil com a presenca de vocés.

A minha AMIGA querida, de todas as horas, boas e ndo tio boas: Celina K. K.
Suzuki. Dividimos o medo, a ansiedade, as duvidas os esforgos e agora s6 quero dividir
as alegrias desta etapa concluida. Sua competéncia e dedicagdo me fazem admira-la
cada dia mais. MUITO obrigada por fazer parte da minha vida hé tanto tempo, sendo

sempre assim tao especial.

A amiga Amélia Cristina Portugal, pela parceria, carinho e apoio que sempre

me fortalece e me estimula a continuar.

vi



As amigas e companheiras de gestdo no departamento: Liliane Teles, Yvone
Portilho, Silvia Maria Ramos ¢ Maione Maria Miléo, por me apoiarem € incentivarem
nesta caminhada, nada facil. Pela presenga, carinho, dedicagdo e confianga. Nao tenho

palavras para agradecer!

A minha comadre, amiga, irma, Christiane Camargo Tanigute, sempre
presente, nos momentos mais importantes da minha vida. Sua amizade, carinho,
dedicacdo e forca me mostraram o seu verdadeiro papel em minha vida. “Dizem que
sou louco... por pensar assim, mas louco ¢ quem me diz e niao é feliz... eu sou

feliz!!”

Aos pacientes e seus familiares pela confianga depositada em mim e a presteza

de seguirem comigo.

Meirevone Ribeiro de Freitas, sua presengca em minha vida foi uma feliz

surpresa. Obrigada por seu carinho, dedicacao, atengdo e amizade.

A todos os professores do Departamento de Fonoaudiologia que se mostraram
firmes em me incentivar. Em especial, as amigas Danya Ribeiro Moreira e Luciana
Martins Zuliani, que, com toda experiéncia e conhecimento, se colocaram a disposigao,

agregando valores ao meu trabalho.

Ao meu sogro Enio Ribeiro Osorio ¢ minha sogra Sueli Machado Osorio, meu

carinho e gratiddo por entenderem minhas horas de auséncia.

Aos meus cunhados, obrigada pela forga e torcida!

Aos meus sobrinhos, que sempre foram amigos, companheiros e cimplices em

todas as etapas de minha vida, obrigada pela torcida e amor, sempre!

As minhas irmas: Licia Caetano, Marilene Moreira e Mariluce Cordeiro.
Orgulho-me de té-las ao meu lado, sempre me apoiando, torcendo por mim e vibrando
com as minhas conquistas. A presenca de vocés me fortaleceu e me tornou feliz.

Agradeco por terem sido muito mais que irmas... minhas “segundas” maes.

vil



Ao meu “cunhado pai”, Jodo Caetano Filho, luz em nossos caminhos. Sua
dignidade, forga, carinho, compreensdo, apoio € amor me mostraram o caminho a

trilhar. Obrigada por tudo, sempre!

Mae Nilce Alves Antonio, meu maior exemplo, minha forga maior! A sua
presenca em minha vida sempre foi essencial. Ensinou-me que as duras batalhas tém
sempre o porqué e ndo devemos ter medo de enfrentd-las. Mulher guerreira, honesta,
verdadeira, humana, forte e justa. Sempre me incentivando, acreditando em mim, levou-
me a superagdo constante. Seu apoio, em todos os momentos de minha vida, fez a
diferenca. Seu amor por nés me deu tranqiiilidade para continuar. Obrigada por seu

amor incondicional! Te amo!!!

Ao meu amor, Marco Aurélio Machado Osorio: vocé entendeu as minhas faltas,
se fez “pae” para nossos filhos, me deu forcas quando fraquejei. Deu-me carinho, apoio,
seguranga e amor, tornando essa luta possivel. Minha alma gémea, “daqui até a

eternidade”, sempre com muito amor.

Ao meu filho, Paulo Victor Alves Machado Osdrio. Neste periodo vivi a tarefa
de ser estudante e a alegria de ser mae de um atleta campedo que soube sempre conciliar
obrigacdes. Sua dedicagdo e amor pela natagdo me inspiraram a ser melhor a cada dia.
Orgulho-me de ser sua mae. Seu carinho, respeito € amor me levaram a continuar.

“Vocé é algo assim, é tudo pra mim, bem mais que sonhava’. Te amo muito!

Filhote, Luiz Eduardo Alves Machado Osdrio, a sua pureza e espontaneidade
me fizeram acreditar na beleza da vida, na possibilidade de um mundo melhor! Sua
sensibilidade me fez renovar a cada dia. Sempre chegando com gestos e palavras que eu
precisava no momento. “... nem o perfume de todas as flores é igual a doce presenga do

seu amor”. Te amo até passar do céu!!!

viil



Lista de Abreviaturas

BA — Bahia

CBMEG - Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética

CGH - Hibrida¢ao Gendmica Comparativa (do inglés, Comparative Genomic

Hybridization)

DAPI — Diamidino fenil-indol (do inglés, 4',6-diamidino-2-phenylindole)

DFN — Nonsyndromic Deafness

DFNA — Perda Auditiva Genética Nao Sindromica Autossomica Dominante (do inglés,
Nonsyndromic Deafness, Autosomal Dominant)

DFNB — Perda Auditiva Genética Nao Sindrémica Autossomica Recessiva (do inglés,
Nonsyndromic Deafness, Autosomal Recessive)

DFNX — Perda Auditiva Genética Nao Sindromica Ligada ao X (do inglés,
Nonsyndromic Deafness, X-Linked)

DNA — Acido desoxirribonucléico (do inglés, Desoxy Ribonucleic Acid)

EOA — Emissodes Otoacusticas Evocadas

FiSH — Hibridagao Fluorescente in situ (do inglés, Fluorescent in situ Hybridization)

FITC — Isotiocianato de Fluoresceina (do inglés, Fluorescein Isothiocyanate)

HLO — Hearing Loss Organization

IBGE — Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

p — brago curto

PA — Perda Auditiva

PAARNS — Perda Auditiva Autossdmica Recessiva ndo Sindromica

PAGNS — Perda Auditiva Genética Nao Sindromica

PANS - Perda Auditiva Nao Sindrémica

PAS — Perda Auditiva Sindromica

PASN — Perda Auditiva Sensorioneural

pb — pares de base

q — braco longo

RS — Rio Grande do Sul

SUS — Sistema Unico de Saude

TBE — Tampao Tris-Borato-EDTA

TCLE — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TRITC - Isotiocianato de Tetrametilrodamina (do inglés, Tetramethylrhodamine

Isothiocyanate)
UNICAMP — Universidade Estadual de Campinas
VDS - Sistema de Video-Documentacao (do inglés, Video—documentation System)

X



Lista de Quadros

Quadro I. Classificagdo das perdas auditivas segundo a diversidade de 23
variaveis clinicas a elas associadas e internacionalmente reconhecidas

Quadro II. Principais genes e conexinas relacionados a Perda Auditiva. 33
Adaptado de Rabionet et al, 2002



Lista de Tabelas

Tabela 1. Protocolo de hibridacdo dos fragmentos marcados por Nick
Translation envolvendo a co-desnaturagdo em forno para laminas

Tabela II. Aspectos descritivos do grupo de voluntarios com perda auditiva
sensorioneural nao Sindromica

Tabela III. Imbalangos cromossdmicos observados em pacientes com perda
auditiva nao sindromica sensorioneural

Tabela IV. Regides génicas associadas a perda auditiva que foram
identificadas por CGH cromossomico em 31 pacientes com Perda Auditiva
sensorioneural nao sindromica, incluindo a época de manifestagdo da doenga

47

48

52

53

X1



Lista de Figuras

Figura 1. Cariotipo com bandeamento GTG em linfocitos T do sangue
periférico de um paciente do sexo masculino (Caso n°. 2329) com perda
auditiva sensorioneural ndo sindromica. Em [A] a metidfase e em [B] o
pareamento cromossOmico

Figura 2. Hibridacdo Genomica Comparativa Cromossomica. Em [A] metafase
resultante da composicao final de cores apos a captura das imagens utilizando
os filtros DAPI (azul), FITC (verde) e TRITC (vermelho). As regides
destacadas em verde e vermelho representam areas com imbalangos
cromossdmicos. Em [B] o posicionamento dos cromossomos com o perfil
Cromossomico

Figura 3. Imbalangos cromossdmicos observados em pacientes com perda
auditiva sensorioneural ndo sindromica. Em verde, regides com ganhos
genomicos € em vermelho, regides cromossomicas com perdas genomicas. Os
numeros entre parénteses representam a quantidade de cromossomos analisados

Figura 4. Perfil Linear em Barras da Hibrida¢do Gendmica Comparativa
Cromossomica. Em verde, regides com ganhos gendmicos e em vermelho,
regides cromossomicas com perdas genomicas

49

50

51

54

xii



Sumario
Frontspice
Dedicatdria
Agradecimentos
Lista de Abreviaturas
Lista de Quadros
Lista de Tabelas
Lista de Figuras
Resumo
1 Referencial Teorico
1.1 Introdugao
1.2 Anatomo—Fisiologia da Orelha Humana
1.2.1 Equilibrio
1.3 Perdas Auditivas
1.4 Testes Genéticos na Intervengao Precoce
1.5 Epidemiologia das Perdas Auditivas
1.6 Aspectos Genéticos da Perda Auditiva
2 Justificativa
3 Objetivos
3.1 Objetivo Geral
3.2 Objetivos Especificos
Capitulo I
1. Introducao
2. Material e Método
2.1. Grupo Amostral
2.2. Avaliagdo Audiologica
2.3. Obtencao das Amostras Bioldgicas
2.4. Estudo Cromossdmico por Bandeamento GTG
2.5. Extra¢ao e Purificacdo do DNA
2.6. Hibridizacdo Genomica Comparativa
3. Resultados Discutidos
3.1. Estatistica Descritiva do Grupo Amostral

3.2. Achados Audiolégicos

Xiii
Xv
17
17
18
22
23
24
25
29
35
38
38
38
39
39
43
43
44
45
45
46
46
48
48
48

xiil



3.3. Padrdes Cariotipicos 49

3.4. Imbalancos Cromossdmicos Detectados por CGH 50
4 Consideracoes Finais 56
S Bibliografia 57

X1v



Resumo

A perda auditiva € o déficit sensorial mais comum em humanos e gera alteragdes na
estruturacdo da linguagem e na capacidade de comunicacao oral. Uma em cada mil
criangas nasce surda ou se tornara surda em diferentes graus antes que a linguagem
seja adquirida, periodo pré—lingual. O conhecimento dos fundamentos genéticos
moleculares do sistema auditivo proporcionara intervengdes precoces,
desenvolvimento de novas terapias, facilitacdo do aconselhamento genético e maior
integragdo do individuo, com perda auditiva, na sociedade. Estudos gendmicos
poderao solidificar a geragdo e desenvolvimento do conhecimento técnico—cientifico
e tecnoldgico na comunidade cientifica regional, além de garantir uma analise
epidemiologico—molecular que retrate melhor a realidade dos agravos da satde na
populacdo em Goias. O presente estudo teve como objetivo identificar regides
cromossdmicas contendo imbalangos gendmicos, potencialmente associados nas
perdas auditivas sensorioneurais nao sindromicas utilizando abordagens de
citogenética molecular. Para a participagdo na pesquisa, amostras de sangue
periférico foram obtidas de 31 pacientes da Clinica Escola de Fonoaudiologia da
Pontificia Universidade Catolica de Goias, com perda auditiva sensorioneural sem
etiologia definida, com ou sem antecedentes familiares e sem caracteristicas
sindromicas. Todos os individuos foram submetidos a avaliagdo audioldgica,
seguidos de culturas de linfocitos T do sangue periférico em curto prazo, conforme
os protocolos para a obtengdo de cromossomos metafasicos para a avaliagdo
cariotipica. A investigagdo dos imbalangos cromossomicos foi realizada por CGH,
utilizando o kit comercial para hibridacdo genomica comparativa, seguindo as
recomendacoes do fabricante. Do grupo amostral, 45,2% (14/31) eram do sexo
masculino e 54,8% (17/31) do feminino, com idade média de 19,5 anos, sendo que
54,8% citaram antecedentes familiares, 41,9% afirmaram nao haver antecedentes e
3,2% nao souberam informar. Todos os participantes apresentavam Perda Auditiva
sensorioneural variando o grau de leve a profundo, dos quais 87,1% dos individuos
referiram perda auditiva pré—lingual e 12,9% pos—lingual. A natureza multifatorial
da perda auditiva ¢ certamente uma situacdo muito evidente. Contudo, os
imbalangos cromossdmicos assumem um papel importante na génese ¢
desenvolvimento da doenca. Deste modo, o melhor entendimento dos papéis dos
fatores genéticos nos mecanismos relacionados com os processos de diferenciacao
celular, vem contribuir no melhor entendimento da génese dos agravos a satde, em
especial, na perda auditiva.

Palavras-Chave: Perda Auditiva nao sindromica; CGH; Perfil gendmico;

Fonoaudiologia.
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Abstract

Hearing loss is the most common sensory deficit in humans, which causes a
negative impact in the structure of language and oral communication skills. One
out of every thousand children are born deaf or become deaf to varying degrees
before language is acquired, thus developing a pre-lingual deafness. Knowing the
molecular genetic basis of the auditory system would provide early intervention,
development of new therapies, genetic counseling and more productive social
integration of individuals with hearing loss. Genomic studies would produce
important information to support the development of technical, technological,
and scientific tools that would help the regional community to provide better
health care to the deaf . Moreover, genomic studies would ensure a molecular
epidemiological analysis that portrays the reality of better health disorders in the
population of Goiis. The current study was designed to identify chromosome
regions containing genomic imbalances potentially associated with the non-
syndromic sensorineural hearing loss using molecular cytogenetics. Peripheral
blood samples were obtained from 31 patients from the Clinical School of Speech
Pathology, Pontifical Catholic University of Goias, with sensorioneural hearing
loss of unknown etiology, with or without family history and without a concurrent
syndrome. All subjects were submitted to audiological evaluation, followed by
short-term cultures of peripheral blood T lymphocytes in order to obtain
metaphase chromosomes for karyotyping. Chromosomal imbalances was assessed
by CGH. In the studied group, 45.2% were male and 54.8% female, mean age was
19.5 years, while 54.8% reported family history of deafness, 9% reported lack of
familial history, and 3.2% could not say. All participants had sensorioneural
hearing loss varying from mild to severe degrees, of which 87.1% exhibited pre-
lingual hearing loss and 12.9% post-lingual. The multifactorial nature of hearing
loss was certainly evident. However, chromosomal imbalances played an important
role in the genesis and development of the disorder. Thus, a better understanding
of the roles of genetic factors in the mechanisms related to the processes of cell
differentiation, contributes to better understand the genesis of health problems,
especially in the field of hearing loss.1 Referencial Tedrico
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Em minhas preces de todo dia, sempre peco coragem e paciéncia. Coragem para continuar
superando as dificuldades do caminho naqueles que ndo me compreendem. E paciéncia,
para ndo me entregar ao desinimo diante das minhas fraquezas.

Francisco Candido Xavier

1.1 Introducio

A linguagem desempenha um papel essencial na organizagdo perceptual, na
recepgdo e estruturagdo das informacgdes, na aprendizagem e nas interagdes sociais das
pessoas (GATTO e TOCHETTO, 2007). Em humanos, o processo da linguagem falada
requer a participagdo basicamente da audi¢do e da capacidade de vocalizagdo das
pessoas. O ser humano organiza—se no seu universo, adquire conhecimento, entende o
mundo, as pessoas € seus sentimentos por meio da linguagem (SILVA e LIMA, 2006).
Portanto, a integridade anatomofisiolégica do sistema auditivo em sua por¢ao periférica

e central é um pré—requisito a aquisicao e ao desenvolvimento normal da linguagem.

Em humanos, a audi¢do ¢ um dos cinco sentidos bésicos cuja funcdo ¢ captar os
sons existentes no meio em que vivemos e envid—los ao cortex cerebral, sendo um pré—
requisito fundamental para o sistema de comunicagdo entre as pessoas. A orelha
humana ¢ responsavel pela audicao e equilibrio do organismo. O 6rgao auditivo contém
um complexo e sofisticado mecanismo de transdugdo de energia existente na natureza.
Este mecanismo ¢ responsavel por transformar ondas sonoras em energia mecanica na
orelha média, em energia hidraulica na orelha interna e, por fim, em energia bioelétrica
para conducdo pelo nervo auditivo. Ao final do processo, o som percebido ¢
decodificado em informagao significativa, que é processada no cérebro. Neste contexto,
a audicdo ¢ fundamentalmente importante para a aquisi¢do das habilidades de fala e
linguagem da crianca. Qualquer prejuizo ao ouvido poderd interferir no

desenvolvimento global do ser humano, alterando assim a capacidade na interpretacao
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do mundo, no desempenho cognitivo, na adaptacdo social, na verbalizagdo e na

capacidade fonoarticulatéria do individuo.

A evolucdo infantil depende basicamente de dois fatores: caracteristicas
individuais da crianca — condi¢des organicas e afetivas — e caracteristicas do ambiente —
aspectos socio—familiares e oportunidades de aprendizagem. O desenvolvimento global:
cognitivo, linguistico e emocional — serd determinado pelo processo de interagdo dos
fatores acima mencionados (ZORZI, 1993). Uma perda de audi¢cdo ndo identificada
pode ter consequéncias devastadoras sobre o desenvolvimento da fala e da linguagem
da crianga, mas também sobre seu comportamento psiquico e social (OLIVEIRA et al.,

2004; ROSLYNG-JENSEN, 1997 ).

A linguagem se desenvolve tanto no ouvinte quanto no ndo—ouvinte, igualmente,
nos primeiros seis meses. Assim este tempo marca 0 momento maximo para se iniciar o
tratamento. H4 estudos que documentam que criangas com perda auditiva atendidas
precocemente t€ém melhor desenvolvimento do que aquelas que recebem cuidados
tardiamente (aos 2, 3 anos, por exemplo). Assisténcia precoce promove melhores
resultados em relacdo a fala, linguagem, ganho escolar, auto—estima e adaptagdo

psicossocial (COLUNGA, ef al., 2005; GATTO e TOCHETTO, 2007).

1.2 Anatomo-Fisiologia da Orelha Humana

Uma onda sonora ¢ produzida por um elemento vibrador ou fonte, podendo ser
desde um cristal, uma corda, um tubo, uma membrana, ou mesmo uma placa que,
quando estimulado, ¢ capaz de produzir perturbagdes ou variagdes na densidade do
meio ao seu redor (RUSSO, 1999). Ja o ar encontra-se em estado de equilibrio na
auséncia de perturbacdo, ou seja, a densidade das particulas de ar permanece

relativamente constante ao longo do tempo (ZEMLIN, 2000).
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O som ¢ produzido por ondas sonoras de compressao e descompressao que
ocorrem alternadamente. Estas ondas sonoras propagam—se em algum meio, sejam eles
solidos, liquidos e gasosos, ndo havendo a possibilidade de propagag¢do no vacuo
(RUSSO, 1999). A autora afirma ainda, que o processo de propagacdo sonora repete-se
continuamente até que seja percebida pelo 6rgdo auditivo. Da propagacdo do som até a
sua percepgao € interpretagdo ocorre uma cascata sequencial de eventos transformativos
de energias. Iniciando pela transformagdo da energia sonora, passando pela mecanica,
hidraulica e finalizando com a energia bioelétrica dos impulsos nervosos que chegam ao

cérebro (ZEMLIM, 2000).

O orgao responsavel pela audicao ¢ a orelha, antigamente denominada ouvido,
orgdo vestibulo-coclear ou estato-actstico. Conforme Russo (1999), a orelha encontra-
se localizada, em sua maior parte, no osso temporal da caixa craniana e, além da funcao

de ouvir, ¢ também responsavel pelo equilibrio dinamico e estatico do individuo.

Zemlin (2000), afirma que a orelha humana ¢ um 6rgdo altamente sensivel que
nos possibilita perceber e interpretar ondas sonoras em uma extensa gama de
frequéncias, podendo variar de 16 a 20.000 Hz, sendo dividida em trés partes: orelha

externa, média e interna.

Na orelha externa estd localizado o pavilhdo auditivo, constituido por tecido
cartilaginoso recoberto por pele que tem a fungdo de captar e canalizar as ondas sonoras
para o canal auditivo e timpano. Segundo Zemlin (2000), o meato auditivo externo ¢ um
tubo de forma curva e irregular, escavado em nosso osso temporal, que estabelece a
comunicacdo entre a orelha média e o meio externo, com cerca de 25 mm de
comprimento ¢ 8 mm de didmetro no adulto. E revestido internamente por pélos e
glandulas, que desempenham fung¢do de prote¢ao e de amplificagdo da pressao exercida

pela onda sonora.
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Russo (1999) descreve que o canal auditivo externo termina numa delicada
membrana denominada timpano ou membrana timpanica. O timpano esta firmemente
fixado ao conduto auditivo externo por um anel de tecido fibroso, chamado anel
timpanico. Portanto, ao receber a onda sonora, a membrana timpanica se desloca para
frente e para trds, transformando as vibragcdes sonoras em mecdnicas que sao

comunicadas aos ossiculos da orelha média.

Ja a orelha média inicia-se anatomicamente na face interna da membrana
timpanica e consiste, em sua totalidade, em um espago aéreo, denominado cavidade
timpanica, na regido do osso temporal. Dentro dela encontram-se trés ossiculos
articulados entre si, cujos nomes descrevem sua forma: martelo, bigorna e estribo. Esses

se encontram suspensos na orelha média através de ligamentos.

Os ossiculos da orelha média, segundo Zemlin (2000), funcionam como
alavancas, aumentando a for¢a das vibragdes mecanicas propagadas pelo ar, agindo
assim, como amplificadores das vibragcdes da onda sonora. O autor afirma ainda que a
membrana timpanica e o sistema ossicular convertem a pressao das ondas sonoras em
uma forma util de energia. Esta mudanca acontece ao encostar o cabo do martelo no
timpano; o estribo apdia—se na janela oval, que ¢ um orificio na orelha interna que
estabelece a comunicacdo com a orelha média. As ondas sonoras sdo coletadas pelo
timpano, cuja area ¢ 22 vezes maior que a area da janela oval, ou seja, capaz de produzir
uma energia 22 vezes maior que a captada e transmitida, através dos ossiculos, a janela
oval. Assim a pressao de movimento da base do estribo torna-se suficiente para mover o

liquido coclear para frente e para tras.

A orelha média comunica-se também com a faringe, através de um canal
denominado tuba auditiva, anteriormente denominada trompa de Eustaquio, que permite

a entrada, permanéncia e circulacdo do ar no ouvido médio. Dessa forma, de um lado e
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de outro do timpano, a pressdo do ar atmosférico ¢ igual, e quando essas pressoes se
diferenciam, a audi¢do fica comprometida até que o equilibrio seja restabelecido

(ZULIANTI, 1999).

A orelha interna também chamada labirinto ¢ formada por escavagdes no 0sso
temporal, revestidas por membrana e preenchidas por liquido. Limita—se com a orelha
média pelas janelas oval e redonda. O labirinto apresenta uma parte anterior relacionada
com a audi¢do, a cdclea ou caracol, e uma parte posterior relacionada com o equilibrio,

constituida pelo vestibulo e pelos canais semicirculares (RUSSO, 1999).

Segundo Zemlin (2000), a medida que cada vibragdo sonora penetra na cdclea, a
janela oval move-se para dentro lancando o liquido da escala vestibular numa
profundidade maior dentro da coclea. A pressdo aumentada na escala vestibular desloca
a membrana basilar, uma superficie rigida composta por 20 a 30 mil fibras que se
estende por todo o comprimento da coclea. Perto da janela oval, as fibras sdo curtas e
rigidas, mas a medida que vao para a outra ponta dos tubos, estas fibras ficam mais
longas e flexiveis, permitindo haver frequéncias ressoantes diferentes. Dessa forma, as
células ciliares de diferentes regides da coclea estimulam diferentes alturas do som,
sendo interpretadas pelo cérebro da seguinte forma: em virtude do comprimento maior e
rigidez menor das fibras presentes na base da coclea, as ondas sonoras de alta frequéncia
(sons agudos) vibram as fibras mais proximas da janela oval, e ondas sonoras de
frequéncia mais baixa (sons graves) vibram as fibras mais proximas da outra ponta da

membrana, a por¢ao superior ou apice da coclea.

A vibragdo da membrana basilar faz com que as células ciliares do 6rgdo espiral
de Corti, estrutura que contém milhares de pequenas células ciliares que fica na
superficie da membrana basilar e se estende por toda a coclea, se agitem para frente e

para tras. As movimentagdes dos cilios os flexionam nos pontos de contato com a
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membrana tectdrica (tectorial), que se apdia sobre os cilios das células externas. A
flexdo dos cilios excita as c€lulas sensoriais € gera impulsos nas pequenas terminagdes

nervosas filamentares da coclea, que enlacam essas células (ZEMLIN, 2000).

Esses impulsos sdo entdo transmitidos através do nervo coclear até os centros
auditivos do tronco encefalico e cortex cerebral. A percepcdo da intensidade do som se
da pelo grau de energia da movimenta¢do das fibras basilares, que ¢ dependente da
amplitude da onda sonora. Sons fortes transportam uma maior energia provocando
movimentagdo das fibras basilares com mais intensidade. Assim as células ciliares
sensitivas sdao estimuladas e na mesma intensidade forte, maior € o nimero de estimulos
transmitidos ao cérebro. Esse dado ¢ usado pelo cérebro para interpretar o grau de
intensidade de um determinado som. Dessa forma, a energia hidraulica é convertida em
energia elétrica. No entanto, o fendmeno bioldgico que permite que o sistema nervoso

humano adquira as sensacdes sonoras a partir de impulsos nervosos ainda ndo esta

completamente elucidado (RUSSO, 1999).

1.2.1 Equilibrio

Zemlin (2000) e Russo (1999) relataram que o labirinto posterior ou vestibular,
constituido pelos canais semicirculares e pelo vestibulo, ¢ responsavel pelo equilibrio
corporal. Os canais semicirculares correspondem a trés pequenos tubos, em forma de
semicirculo, que contém liquido, e estdo colocados, respectivamente, em trés planos

espaciais (um horizontal e dois verticais) no labirinto posterior, em cada lado da cabega.

O vestibulo ¢ uma grande cavidade, entre os canais semicirculares, cheia de
liquido — a perilinfa. Quando a cabe¢a ¢ movimentada, a perilinfa se desloca dentro dos

canais. O deslocamento desse liquido estimula nervos especificos, que enviam ao
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cérebro informacao sobre a posi¢ao do corpo em relagdo ao ambiente e ao espago. O
cérebro interpreta a mensagem e comanda os musculos que, em resposta, atuam na
manutengdo do equilibrio do corpo, independente da posicdo em que se encontra

(RUSSO, 1999).

1.3 Perdas Auditivas

Perda auditiva ¢ a falta da habilidade em captar ou interpretar o som. Pode variar
desde a dificuldade em ouvir sons suaves, entender a fala e até a impossibilidade de
perceber sons de forte intensidade, (RUSSO, 1999). O Quadro I contém a classifica¢ao

das perdas auditivas quanto a sua etiologia, época de manifestacdo e localizagao.

Quadro 1. Classificacdo das perdas auditivas segundo a diversidade de varidveis clinicas a elas
associadas e internacionalmente reconhecidas.

Ambiental Genética
. . Pré—Natal Sindromica
Etiologia . .
Pos—Natal Nao sindromica
Peri—Natal -
N
;ﬂ Pré-Lingual Pos-Lingual
E Epoca de Manifestacio Antes da aquisi¢do da Apds aquisigdo da
g Linguagem linguagem
<
Zz) Localizac¢iao Tipo Grau
Ly ) Leve a Moderada
E Orelha Externa e/ou Média Condutiva (26 4 40 dB)
A Sensorial Leve a Profunda
Orelha Interna (26 a‘> %0 dB)
Neural Leve a Profunda
(26 a>90 dB)
, .. . Leve a Severa
Orelha Média e Interna Mista (26 490 dB)

23



1.4 Testes Genéticos na Intervencao Precoce

O exame de Emissdes Otoacusticas (EOA), também conhecido como o “Teste
da Orelhinha”, ¢ um dos diversos exames que avalia a integridade da fungdo auditiva. E
realizado pelo Fonoaudidlogo em recém nascidos, utilizando um equipamento digital,
gerador de estimulos sonoros com o objetivo de verificar o bom funcionamento da
coclea. O teste pode detectar precocemente a perda auditiva, que deverd ser
confirmada, subsequentemente, por exames audiologicos mais apurados (SBF, 2011).
Com a aprovagao do Projeto de Lei n® 12.303 de 02 de agosto de 2010, que determinou
a realizacdo gratuita do exame em todas as criancas nascidas em hospitais e
maternidades do territorio nacional, um grande avanco foi promovido no processo de

detecgdo precoce da Perda Auditiva.

O exame de EOA indica que o bebé pode apresentar um problema de audicdo,
mas ndo identifica a sua etiologia. Pesquisadores da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP) tem mudado esté realidade. Sob a coordenacao da pesquisadora
Dra. Edi Lucia Sartorato, do Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética
(CBMEG)', foi desenvolvido um método que permite detectar a principal causa da
Perda Auditiva de origem genética, uma mutacdo, denominada 35delG no gene da
proteina conexina 26 (13ql1—ql2). O teste genético desenvolvido pela equipe do
CBMEG tem sido apontado como uma ferramenta imprescindivel no diagnodstico
precoce da perda auditiva. A proposta ¢ realiza-lo no ato do teste do pezinho, em que no
momento da retirada de sangue serd coletada também, em um papel absorvente, uma

amostra para o exame genético.

A perda auditiva sensorioneural ndo sindromica apresenta-se como um desafio

para clinicos, audiologistas e geneticistas; por nao ser acompanhada de caracteristicas

' Noticia veiculada pelo Jornal da Unicamp online de 3 a 9/11/2008, Ano XXIII — n® 445.
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fisicas que apontem para transmissdo genética, podendo ser de dificil e demorado
diagnostico etioldgico, sendo necessario que se tenha um alto grau de suspeita clinica e
obten¢do de informagdes fiéis e adequadas sobre membros da mesma familia

(GODINHO et al., 2003).

1.5 Epidemiologia das Perdas Auditivas

A American Speech—Language—Hearing Association afirma que a perda auditiva
representa 60% dos distarbios da comunicacdo. A incidéncia da perda auditiva ¢ alta,
quando comparada as outras doengas passiveis de triagem ao nascimento, como
algumas doencas metabolico-hormonais analisadas pelo teste do pezinho, incluindo o
hipotireoidismo, a anemia falciforme e a fenilcetonuria. O Grupo GATANU, em 2009,
indicou que a incidéncia da PA chegou a ser 30 vezes maior que a da fenilcetontria.
Estimativas empiricas indicam também que a taxa de perda auditiva ¢ de 30:10.000 e
para fenilcetontiria ¢ de 1:10.000. Nos programas de salide preventiva ¢ frequente a
perda auditiva ser a mais prevalente dentre as deficiéncias congénitas rotineiramente

triadas (GATTO e TOCHETTO, 2007).

Nos paises desenvolvidos aproximadamente 1:1000 criancas apresentam perda
auditiva de algum grau, sendo 60% dessas de etiologia genética (SMITH e CAMP,
1999; OMS 2000; MESOLELLA et al., 2004; PIATTO et al., 2005; TEEK et al.,
2010). Ainda para Smith, Hildebrand e Camp (2010), 1:500 recém nascidos apresentam
perda auditiva permanente e bilateral > 40 dB. No Brasil, a perda auditiva variade 2 a 7

em cada 1000 criangas nascidas vivas (SARTORATO e GUERRA, 2002).

Segundo Cryns e col. (2004) e Mahdieh e col. (2010), aproximadamente 1:500

ou 1:650 criangas nascidas, apresenta perda auditiva, fazendo assim, com que a perda
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auditiva seja a mais frequente alteragdo sensorial. Mais de 50% dos casos de perda
auditiva tem origem genética (SMITH e CAMP, 1999; SARTORATO e GUERRA,
2002; MESOLELLA et al., 2004; PIATTO et al., 2005; PARGARKAR et al., 2006;
ALVES e RIBEIRO, 2007; MAHDIEH et al., 2010; TEEK et al., 2010). A maior parte
das perdas auditivas ¢ recessiva e ndo sindromica (SMITH, HILDEBRAND e CAMP,

2010).

Da populagdo mundial com idade inferior a 15 anos, aproximadamente 62
milhdes tém perda auditiva permanente. Destes dois tercos (41 milhdes) habitam paises
em desenvolvimento. Em neonatos a incidéncia de perda auditiva varia de 1,5 a 5,95
por 1000 nascimentos (GATTO e TOCHETTO, 2007). A Hearing Loss Organization
(HLO) refere que, nos Estados Unidos da América, 28 milhdes de americanos
apresentam algum tipo de perda auditiva, desde aquela que envolve apenas a
compreensdo de fala até a perda auditiva total. A HLO estima que o nimero de PA

duplique até 2030 (SILVA et al., 2006).

No Brasil, segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) no
Censo 2000, constatou-se que existiam aproximadamente 24,5 milhdes de pessoas com
deficiéncia no territdrio nacional, ou seja, 14,5% da populagdo total da época, sendo a
perda auditiva considerada a 2* maior deficiéncia do Brasil e a primeira em termos
sensoriais. Da populagdo declarada com perda auditiva, 3,4% relataram incapacidade ou
alguma dificuldade de ouvir. Os dados do IBGE indicaram, ainda, que o Estado de Sao
Paulo apresentava a menor prevaléncia de deficientes (11,35%) e o Estado da Paraiba, a

maior (18,75%).

Um estudo de base populacional, inédito no Brasil e na América Latina, foi

conduzido em Canoas (RS), um municipio com aproximadamente 200 mil habitantes.
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Os resultados indicaram perdas auditivas leves em 19,3% das pessoas entrevistadas e

perdas auditivas incapacitantes em 6,8% da populacao (GATTO e TOCHETTO, 2007).

A perda auditiva pode se manifestar isoladamente ou fazer parte de um variado
fenotipo de diferentes sindromes (NAKATA, 2000). Aproximadamente 90% das
criangas portadoras de perda auditiva de grau severo e profundo sdo filhos de pais

ouvintes (NORTHERN e DOWNS, 1991).

Segundo o Joint Committe on Infant Hearing, devido ao impacto negativo
importante no desenvolvimento da populacao infantil se faz obrigatorio, baseando-se
nos conhecimentos atuais, a detec¢ao precoce da perda auditiva, especialmente nos trés
primeiros meses de vida. Portanto, ¢ imprescindivel a instalagdo de um programa
nacional de triagem para a perda auditiva, para garantir um atendimento apropriado
antes dos sexto més de vida (FUNDACAO OTORRINOLARINGOLOGIA, 2009). Na
impossibilidade da Triagem Universal, o Comité sugere, no minimo, usar os fatores
indicadores de alto risco para a perda auditiva, apesar de estes fatores ajudarem a

identificar apenas 50% das PA congénitas significativas (ROSLYNG-JENSEN, 1997).

Em paises desenvolvidos, a perda auditiva hereditaria ocorre em cerca de 60%
dos casos. Nos casos restantes, a perda auditiva ¢ adquirida em 30% dos casos e ¢
idiopatica em 10%. As formas ndo sindromicas das perdas auditivas sdo responsaveis
por 70% dos casos de etiologia hereditaria e as sindromicas por 30% desses. Em relacao
as formas de heranca, a condicdo autossdmica recessiva ¢ a mais frequente ocorrendo
em 75% a 85%, a heranca autossomica dominante em 12% a 13% e ligada ao X ou
mitocondrial por 2% a 3% para o grupo dos casos de perda auditiva ndo sindromica

(PIATTO et al., 2005; ALVES e RIBEIRO, 2007).

No Brasil, a maioria dos casos de perdas auditivas sdo devido a fatores

ambientais (SARTORATO e GUERRA, 2002), sendo que em 80% estdo as infeccdes
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congénitas, principalmente pelo virus da rubéola, a anodxia perinatal, ictericia e a
meningite e os outros 20% sao fatores hereditarios (SILVA-CORDEIRO et al., 2010).
Em um estudo realizado em Salvador (BA) com 53 criangas o principal fator etioldgico
da perda auditiva foi rubéola materna com 32% dos casos, seguido de meningite, 20%
causas idiopaticas, 15%, prematuridade, 9% entre outros (SILVA e LIMA, 20006).
Estima-se que o impacto dos fatores ambientais na causa da perda auditiva tende a
diminuir, uma vez que politicas publicas de prevencdo estdo sendo implementadas.
Sendo assim, torna-se ainda mais importante a observagdo das causas hereditarias e
idiopaticas da perda auditiva, relacionadas com alteragdes genéticas nas familias e nos

surdos, que tendem a aumentar progressivamente (HOFFMAN et al., 2008).

Uma mutacdo especifica (35delG) no gene GJB2 que codifica a proteina
conexina 26 ¢ a mais frequente na perda auditiva hereditaria ndo sindromica
(PFEILSTICKER et al.,2004). As conexinas sdo proteinas transmembranares que
realizam comunicacdo celular. Nas perdas auditivas recessivas, DFNB, ja descritas, a
mutagcdo 35delG ¢ responsdvel pela maioria (60% a 85%) dos alelos mutantes na

populagdo caucasiana (SILVA-CORDEIRO et al., 2010; PAGARKAR et al., 2006).

Por ser a mutacdo GJB2 (conexina 26) a causa mais comum de PA ndo
sindrémica, o primeiro teste a ser realizado na investigacao dos casos de perda auditiva

deve ser o da conexina 26 (ALVES e RIBEIRO, 2007), contribuindo para confirmar ou

excluir suspeitas etiologicas.

Estudos de varias partes do mundo tém documentado a incidéncia de mutagdes
no gene GJB2 em individuos portadores de perda auditiva, atingindo uma porcentagem
de 50% de todos os casos de perda auditiva autossomica recessiva pré-lingual, incluindo
populagdes da Franga, Italia, Espanha, Reino Unido, Estados Unidos, Israel, e mais

recentemente, Libano, Grécia, Austria, China, Brasil e Palestina (KELLEY et al., 1998;
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GREEN et al., 1999; SOBE et al., 2000; MUSTAPHA et al., 2001; FREI ef al., 2002;
LIU et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2002; PAMPANOS et al., 2002; SHAHIN et al.,

2002).

Em 2007 foi realizado, em 1.856 recém-nascidos, um rastreamento da mutagao
35delG, em 10 cidades de diferentes regides do Brasil. O objetivo foi verificar variagdes
da frequéncia desta, nas composi¢des étnicas do Brasil. Foram encontrados 25
individuos apresentando esta mutagdo, sendo que nao ocorreram diferencas regionais

significativas no estudo (SCHIMIDT e TOCHETTO, 2009).

1.6 Aspectos Genéticos da Perda Auditiva

O primeiro estudo sistematico relacionado a perda auditiva congénita aconteceu
em 1853, em Dublin, conduzido por Sir William Wilde, que observou que a
consanguinidade entre os pais aumentava as chances para a ocorréncia desta patologia.
Em 1858, o caso de trés irmaos com perda auditiva congénita e retinite pigmentosa foi
descrita por Albrecht Von Graefe, um oftalmologista alemao. Estas mesmas alteragdes
foram mais tarde identificadas em varias familias, por Charles Usher, que as classificou

como uma condigao hereditaria (GODINHO et al., 2003).

Segundo Morton (2002), apesar da compreensdo da base genética da perda
auditiva ter fascinado geneticistas e médicos durante décadas, apenas recentemente
genes € mecanismos moleculares subjacentes a perda auditiva comegaram a ser
descobertos. Devido aos avangos da genética tem sido possivel localizar e isolar genes

cujas mutagdes afetam a eficiéncia do sistema auditivo (SMITH e CAMP, 1999).

O interesse pelo mapeamento dos genes responsaveis por perdas auditivas

tornou—se multidisciplinar, envolvendo profissionais de diferentes areas, tais como:
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Fonoaudiologia (audiologistas), Medicina (otorrinolaringologistas e pediatras) e
Genética (pesquisadores em genética molecular). O mapeamento dos genes
responsaveis pela perda auditiva de heranca autossdmica recessiva era considerado
muito dificil por causa da extrema heterogeneidade genética combinada a auséncia de
critérios clinicos que permitissem diferenciacdo fenotipica entre individuos portadores
de lesdes da orelha interna causadas pelos diferentes genes (LEON, 1992; MORTON,
2002; MAGNI, 2007). Adicionalmente outros fatores complicadores impuseram
dificuldades na compreensdo da perda auditiva de origem genética, com destaque para
o impacto das diferentes mutagdes nos diversos genes relacionados, o comportamento
social proprio da comunidade surda, que apresenta casamentos preferenciais entre

surdos além da susceptibilidade diferencial de cada individuo (SARTORATO, 2008).

Perda auditiva ndo sindromica —PANS— ocorre quando a PA congénita ¢ um
sintoma isolado, sendo que elas sdo responsaveis por 70% das perdas auditivas
genéticas. Os outros 30% acontecem quando a perda auditiva estd associada a outros
sintomas, quando entdo ¢ referida como perda auditiva sindromica — PAS, (GODINHO,

et al., 2003).

A Perda Auditiva genética ndo sindrémica pode envolver heranga autossémica
dominante ou recessiva. Internacionalmente referida DFN (Nonsyndromic Deafness) e
nomeada de acordo com sua heranga: DFNA para perda auditiva autossomica
dominante ¢ DFNB para perda auditiva autossomica recessiva ¢ DFNX para perda
auditiva ligada ao X. Os numeros que seguem as siglas designam a ordem em que o

gene foi mapeado (GODINHO, ef al., 2003; SMITH, HILDEBRAND e CAMP, 2010).

O mapeamento do primeiro gene para perda auditiva ndo sindromica de heranca
autossomica dominante, o DFNAI foi feita em 1992, por Leon e colaboradores, que

destacaram o papel do gene ligado ao cromossomo 5q31. Por outro lado, o primeiro
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gene identificado para perda auditiva ndo sindromica de heranga recessiva, o DFNBI,
foi o GJB2 localizado no brago longo do cromossomo 13 (13q11—q12) por Guilford e
colaboradores em 1994, mediante a analise de ligagdo em duas familias consanguineas
da Tunisia, que apresentavam perda auditiva profunda e pré-lingual (KELSELL et al.,
1997; ZELANTE et al., 1997; KELLEY et al., 1998; BATISSOCO, 2009). Guilford
(1994) e Magni (2007) afirmam que o gene DFNBI corresponde ao da Conexina 26
(GJB2). Ja Sartorato e Guerra (2002) e Piatto (2005) acrescentam que ele se expressa

na céclea, mas sua fungdo nao ¢ ainda conhecida com precisao.

O gene GJB2 (proteina jun¢do gap), localizado no braco longo do cromossomo
13 codifica a proteina conexina 26 (Cx26). Mutacdes em GJB2 estdo envolvidas tanto
nas formas dominantes quanto recessivas de perda auditiva ndo sindromica que € a
principal causa de perda auditiva pré-lingual genética ndo sindromica hereditaria.
Dentre as perdas auditivas DFNB, j& descritas at¢ o momento, a mutagdes no gene
GJB2 mais frequentemente envolvida ¢ a 35delG, que corresponde a perda de uma base
Guanina da sequéncia de DNA, responsavel pela maioria dos alelos mutantes
observados na populagdo caucasiana. A mutacdo 35delG ocorre em cerca de 65% a
80% das mutacdes encontradas no gene GJB2 (PFEILSTTICKER et al., 2004; SILVA-
CORDEIRO et al., 2010). A perda auditiva em decorréncia desta alteracdo ¢
tipicamente congénita, ndo progressiva e de moderada a profunda (ALVES e
RIBEIRO, 2007). Sendo assim, esta mutacdo apresenta—se como o primeiro marcador
indicado para andlise molecular em familias que apresentam perda auditiva
sensorioneural, por ser facil seu rastreamento e bastante eficiente ele se torna

extremamente importante para o aconselhamento genético (PIATTO, 2003).

Vérias mutagdes tém sido descritas no gene GJB2, potencialmente associados a

perda auditiva autossOmica recessiva pré—lingual em até 50% dos casos e em vérias
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populagdes. E indiscutivel o impacto destas mutagdes nas Perdas Auditivas Genéticas
Nao Sindromicas e sua importancia significativa no aconselhamento genético. A
mutagdo 35delG tem sido uma das mais estudadas, e sua prevaléncia em deficientes
auditivos € expressiva em diversas populagdes da Europa Mediterranea e tem sido
observada, com frequéncia nesse locus, em heterozigose, sendo o unico alelo mutante
detectado mesmo apo6s o sequenciamento de toda a regido codificadora do gene GJB2.
A prevaléncia de heterozigosidade nas populagdes tem sido de 10% a 42% (ZELANTE

etal., 1997; GUALANDI et al., 2002; ESTIVILL et al., 2005).

Estima-se que mais de 400 loci génicos possam contribuir para a perda auditiva
sindromica e acredita-se que por volta de 100 genes possam estar envolvidos com a

perda auditiva ndo sindromica (SARTORATO, 2002).

Metade dos recém-—nascidos com perda auditiva congénita autossomica
recessiva ndo sindrémica, severa a profunda ou profunda, tém mutagdes no gene GJB2
que codifica a conexina 26 (Kelsell, 1997; Nivolin et al., 2010; Pfeilstticker et al.,
2004; Cryns, 2004), tendo sua incidéncia varidvel, entre as diferentes populagdes

(ZELANTE et al., 1997; SMITH, HILDEBRAND e CAMP, 2010).

Os genes GJB2, GJB6 e GJA3 ocorrem em agrupamentos, estando todos
localizados no cromossomo 13, como a maioria dos genes de conexinas (MAGNI,
2007). Com a evolu¢do dos estudos genéticos relacionados a perda auditiva, o
mecanismo da audicdo tem sido desvendado, tornando possivel a identificagdo
frequente de genes associados ao fendtipo da perda auditiva (YANG et al., 2010). O

Quadro II indica alguns genes de conexina associados a perda auditiva.
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Quadro II. Principais genes e conexinas relacionados a
perda auditiva. Adaptado de Rabionet et al., 2002.

Gene Locallzilg:a‘o Conexinas
Cromossomica
GJBI Xql3.1 Cx 32
GJB2 13q11—ql12 Cx 26
GJB3 1p35.1 Cx 31
GJB4 1p35.1 Cx 30.3
GJBS 1p35.1 Cx 31.1
GJB6 13q12 Cx 30
GJAI 6q21—q23.2 Cx 43
GJA3 13ql1 Cx 46

A mutagdo 35delG tem sido muito estudada e € caracterizada pela dele¢dao de
uma guanina, em uma série de seis, localizadas na posicdo 30-35, a partir do
nucleotideo 1, da regido codificadora no exon 2 do gene GJB2. Por este motivo, alguns
autores utilizam a denominagdo de 30de/G para a mesma mutagdo, a qual tem sido
empregada indistintamente na literatura (CARRASQUILLO et al., 1997;

DENOYELLE et al., 1997; ZELANTE et al., 1997).

A proteina conexina 26 ¢ indispensavel ao funcionamento normal da orelha
interna, onde pode estar associada a outras conexinas, atuando na reciclagem de ions
potassio como parte de um mecanismo de transducdo de sinal na orelha interna
(SILVA-CORDEIRO et al., 2010). Além da conexina 26 (Cx26, gene GJB2), outro
gene associado a etiologia da perda auditiva ndo sindrémica autossdmica recessiva foi
localizado nessa mesma regido cromossomica: o gene GJB6 que codifica a conexina 30

(GRIFA et al., 1999).

Ha ainda fortes indicios que sugerem a possibilidade de uma heranga digénica
para a Perda Auditiva Genética Nao Sindromica (PAGNS). Nesse caso uma explicagdo
tem sido proposta para a heterozigose composta, consequéncia de uma heranca

digénica, em decorréncia da existéncia de outro gene, o GJB6, que codifica a conexina
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30, presente no mesmo loco DFNBI (STEVENSON, 2003). O gene GJB6 tornou-se
um candidato 6bvio por ser expresso nas mesmas estruturas da orelha interna em que o
gene da conexina 26 também se expressa, além de ambas as conexinas serem
funcionalmente relacionadas. Duas grandes delecdes foram identificadas no gene GJB6,
as quais tém sido extensivamente investigadas em diversas populacdes (DEL
CASTILLO et al., 2002 e 2005). O fenotipo da perda auditiva em decorréncia de
mutagcdes no GJB2 caracteriza esta perda como pré—lingual, profunda e nao—

progressiva (BERNARDES et al., 2006).

Piatto e col. (2005) fizeram uma revisao de alguns genes ja descritos que,
quando mutados, ocasionavam as mais diferentes formas de perdas auditivas, nao
sindromicas dominantes ou recessivas, ligadas ao X ou as mitocondrias. Dentre as
referidas, observaram as mutagdes nos genes das Miosinas, proteinas nao
convencionais com alteracdo nos cromossomos 11(11q13.5). Mais de 70 genes estdo
descritos relacionados a perda auditiva de heranga autossdmica recessiva. Os dados
sobre os Genes e a localizagdo podem ser obtidos online na Hereditary Hearing Loss

Homepage.
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2. Justificativa

Devemos cuidar de dar um passo d frente, um passo, por menor que seja.
Anoénimo

A perda auditiva (PA) ¢ o déficit sensorial mais comum em humanos,
consequentemente, gera alteragdes na estruturacdo da linguagem e na capacidade de
comunicacao oral (TEEK et al., 2010; HOFFMANN et al., 2008). Uma em cada mil
criangas nasce surda ou se tornard surda em diferentes graus antes que a linguagem seja
adquirida. Outras 2 ou 4 em cada 1000 se tornardo surdas, em algum grau apds
adquirirem a linguagem, no periodo lingual, ou antes da vida adulta. Estima-se,
portanto que a cada 1000 nascidos vivos, 3 a 5 criangas na populagdo serdo surdas
(PETIT, 1996). As estatisticas de paises desenvolvidos relatam que mais de 50% da
perda auditiva na infincia ¢ atribuida a causas genéticas. Acredita—se que até a sétima
década de vida, mais de 60% da populagdo apresentard perda auditiva (GODINHO et

al., 2003).

A funcdo auditiva do bebé tem seu inicio ainda intra—ttero. O concepto em
formacao reconhece a voz da mae, do pai e das pessoas proximas a ele. Nos primeiros
meses de vida acontece o periodo critico de desenvolvimento e maturagao das funcdes
biologicas do ser humano. Por isso, a identificacdo da perda auditiva e a intervengao
precoce possibilitam ao individuo alcangar um melhor desenvolvimento da linguagem
oral, da aprendizagem, da percep¢ao e da socializa¢do. Sendo assim, a identificacdo e a
intervengdo precoce e eficiente da perda auditiva promovem um prognostico favoravel
para o sujeito, pois podem-se otimizar as estruturas neuroldgicas a tempo, tornando a
reabilitagdo mais eficiente e inserindo o individuo surdo com mais facilidade no meio

académico e profissional.
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A significativa incidéncia da perda auditiva na populacdo pode ser considerada
como um importante problema de saude publica, trazendo graves consequéncias para o
desenvolvimento da crianga ¢ da sociedade (PIATTO et al., 2005). Atualmente o
Estado e as familias s@o obrigados a investir altas somas de dinheiro para a manutengao
das criangas surdas. Muitos individuos com perda auditiva sensorioneural de causa
indefinida podem apresentar alteragdes cromossomicas determinantes de sua patologia.
Exames simples e acessiveis para investigar as mutagdes mais comuns associadas a
perdas auditivas podem esclarecer a etiologia da perda auditiva destes pacientes

(PFEILSTICKER et al., 2004).

Estudos referentes a fatores que se associam a perdas auditivas e suas causas
podem direcionar atividades relacionadas a intervengdes na atenc¢do primaria da saude
(CRUZ et al., 2009). O conhecimento dos fundamentos genéticos moleculares do
sistema auditivo proporcionard intervencdes precoces, desenvolvimento de novas
terapias (Godinho et al., 2003) facilitagdo do aconselhamento genético e maior

integracdo do individuo, com perda auditiva, na sociedade.

Exames mais refinados e disponiveis para a populagdo, principalmente as mais
carentes, sdo praticamente impossiveis de serem realizados em centros com poucos
recursos financeiros ou sem recurso humano especializado. Desta forma, a capacitagao
de profissionais para o desenvolvimento técnico e para o pensamento critico analitico
aplicado somado a uma melhor elucidacdo da biologia dessa doenca, sem duvida
resultaria em inimeros beneficios, principalmente para a populacdo carente € menos
assistida nas diversas regides nacionais. Adicionalmente, tais estudos poderdo
solidificar a geragdo e desenvolvimento do conhecimento técnico—cientifico e

tecnologico na comunidade cientifica regional, além de garantir uma analise
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epidemiologico—molecular que retrate melhor a realidade dos agravos da satide na

populacdo em Goiés.

Por apresentar uma elevada incidéncia e ter graves consequéncias no
desenvolvimento da crianca, de sua familia, sociedade e estado, a perda auditiva tem
sido objeto de estudos e investigagdes em busca de alternativas que possam minimizar

as consequéncias desastrosas nas criangas surdas (GATTO e TOCHETTO, 2007).

A perda auditiva (PA) ¢ a desordem sensorial mais comum, sendo que a Perda
Auditiva Sensorioneural (PASN) afeta aproximadamente de 1 a 3 beb&s em cada 1000
recém—nascidos. Outras 2 a 4 criancas em cada 1000 se tornardo surdas antes da vida
adulta. Estima—se que pelo menos 50% das perdas auditivas pré—linguais sdo causadas
por alteragdes genéticas (GODINHO et al., 2003), mas faltam dados epidemioldgicos
exatos, principalmente no Brasil e em Goids, sobre as perdas auditivas hereditarias pré

e pos—linguais, limitando a atuacgdo das politicas preventivas desta alteracao.
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3. Objetivos

Jodos os caminhos sdo mdgicos se nos levam a nossos sonhos."

Paulo Coelho

3.1 Geral

O presente estudo teve como objetivo geral identificar regides cromossdmicas
contendo imbalango genOmico, potencialmente associados as perdas auditivas

sensorioneurais ndo sindromicas.

3.2 Especificos

e Identificar os genes envolvidos nas regides de ganho e perda cromossdmicos,

utilizando técnicas citogenético—moleculares;

e Compreender a etiologia e mecanismos biologicos envolvidos na perda auditiva

ndo sindroémica.

e Caracterizar os aspectos clinicos, laboratoriais, citogenéticos ¢ moleculares das

perdas auditivas nao sindromicas;

e Contribuir para a geragdo de conhecimento e formagao de pessoal qualificado,
visando o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico do pais, sobretudo na regido

Centro—Oeste.
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CAPITULO1

HIBRIDACAO GENOMICA COMPARATIVA EM PERDA AUDITIVA NAO SINDROMICA

Machado LAAl’z, de Lima VRz, Muniz NTAz, Silva—Filho J Gz,da Silva CC'? ’4, da Cruz

AD 13,4

'Programa de Pos—Graduagio Strictu Senso em Genética — Pontificia Universidade Catolica de Goias
*Curso de Fonoaudiologia — Pontificia Universidade Catolica de Goias

*Nucleo de Pesquisas Replicon — Departamento de Biologia — Pontificia Universidade Catolica de Goias
*LaGene / Laboratorio de Citogenética Humana e Genética Molecular — LACEN / Laboratério de Satde

Publica Dr. Giovanni Cysneiros — SES / Secretaria de Estado da Satide — Governo do Estado de Goias

1. Introducao

Estudos epidemioldgicos estimam que no Brasil, 80% dos casos de perdas
auditivas, sdo devido a fatores ambientais (SARTORATO E GUERRA, 2002), e os
outros 20% sao hereditarios (SILVA-CORDEIRO et al., 2010), sendo que em 70%
destes casos a perda auditiva ¢ considerada ndo sindromica. Em 80% das perdas
auditivas hereditarias ndo sindromicas a heranga ¢ autossdmica recessiva, sendo que de
10% a 20% a heranca ¢ autossomica dominante, de 2% a 3% ¢ ligada ao cromossomo X
e em apenas 1% ¢ de heranga mitocondrial. A perda auditiva sensorioneural ndo
sindromica apresenta—se como um desafio multidisciplinar por nao ser acompanhada de
caracteristicas fisicas que apontem para transmissao genética (GODINHO et al., 2003).
Sendo assim, seu diagnostico se torna mais dificil e tardio, necessitando de maiores

estudos, acerca de investigagdes genéticas sobre perdas auditivas sensorioneurais nao

sindromicas.
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A perda auditiva ndo sindromica caracteriza—se como um distirbio com elevada
prevaléncia mundial, acometendo cerca de 5% das criancas em idade escolar e 10% de
individuos adultos, sendo considerado, um dos principais fatores incapacitantes nas
relacdes do individuo, visto que afeta os mais diversos aspectos da vida desta
populagdo, incluindo, comunicagdo, educagdo, relacdes familiares e sociais, e
oportunidades profissionais (DAVENPORT, 1990; ARNOS, 1994; CRUZ, et al, 2009).

Os avangos da genética molecular tém permitido a identificagdo de genes
relacionados a perda auditiva tornando realidade o diagnodstico genético, alterando o
padrao de avaliacao dos sujeitos e incluindo a pratica do aconselhamento genético nessa
area. Os beneficios do diagnostico precoce refletem indiscutivelmente na satde publica,
sobretudo em pessoas com hipossuficiéncia econdmica, dependentes do Sistema Unico
de Saude (SUS) brasileiro (SILVA e LIMA, 2006; PIATTO et al.B, 2005).

A aplicagdo de testes moleculares em conjunto com os testes audioldgicos pode
auxiliar na diminui¢do do tempo de diagnostico da P.A., uma vez que sera eliminado o
periodo entre suspeita e confirmag¢do do diagndstico. Tal programa poderad levar a
significativa melhoria no prognostico da reabilitacdo destas criangas, promovendo
melhores condigdes comunicativas, sociais € educacionais (PIATTO et al.A, 2005;
PIATTO et al.B, 2005 ).

A populacdo em geral deve ser informada sobre os avangos genéticos, assim
como, profissionais devem se familiarizar a respeito do aconselhamento genético, dada
a sua complexidade clinica e relevancia do diagnostico. Embora os testes genéticos ndo
possam predizer o grau de perda auditiva, o conhecimento da etiologia da perda auditiva
permitird aos profissionais da 4rea, o aconselhamento genético apropriado, que permite
avaliar os riscos da ocorréncia ou recorréncia de uma futura crianga afetada. O

diagnostico precoce, para um tratamento adequado antes dos seis meses de idade,
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proporciona maiores chances do desenvolvimento da fala e linguagem, minimizando os
impactos na reducdo da qualidade de vida desses pacientes (ARNOS, 1994). Apos a
identificacdo do gene DFNAI no cromossomo 5q31, cerca de 70 loci diferentes ja foram
mapeados (STEEL e BUSSOLI 1999). Estima—se que mais de 400 loci génicos possam
contribuir para a perda auditiva sindromica e que aproximadamente 100 genes possam
estar envolvidos com a perda auditiva ndo sindromica (SARTORATO e GUERRA,
2002).

Pacientes com perda auditiva congénita autossémica recessiva nao sindromica,
severa a profunda, podem apresentar mutagdes no gene GJB2 que codifica a conexina
26 (KELSELL et al., 1997; PFEILSTTICKER et al., 2004; NIVOLIN et al., 2010). Em
um unico locus, o gene DFNBI, ¢ responsavel pela metade dos casos de perda auditiva
congénita, com incidéncia variavel entre as populagdes. Os genes GJB2 e GJB6 sdo os
responsaveis pelos casos de perda auditiva autossdmica recessiva, que codificam as
proteinas Conexina 26 e 30, respectivamente (ZELANTE et al. 1997).

Silva—Cordeiro e col. (2010) apontam a Conexina 26 como sendo indispenséavel
ao funcionamento normal da orelha interna, onde pode estar associada a outras
conexinas, atuando na reciclagem de ions potassio como parte de um mecanismo de
transducdo de sinal na orelha interna. A maioria dos genes que codificam as conexinas
ocorre em agrupamentos como nos genes GJB2, GJB6 ¢ GJA3, todos localizados no
cromossomo 13.

Segundo Da Silva (2010), as técnicas de hibridacdo comparativa de genomas
(CGH) permitem investigar perdas e ganhos de sequéncia de DNA no genoma inteiro
com resolucdo 2-3 ordens de magnitude maior do que a citogenética classica. O uso da
técnica de CGH na pesquisa acelerou o passo de descobertas na genética humana. A alta

resolucdo oferecida pela técnica vem sendo usada para definir regides génicas
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supostamente responsaveis por doengas humanas, tornando entdo uma ferramenta
potente para investigar malformagdes nas quais a etiologia ainda ¢ desconhecida. Como
as aberracdes cromossOmicas sdo frequentemente associadas a anomalias congénitas e
dismorfismos, essas alteragdes também estdo envolvidas na etiologia da perda auditiva
hereditaria ndo sindromica.

Os ganhos tecnoldgicos em citogenética molecular tém contribuido para
melhorar a compreensdo das alteragdes genéticas de tumores, retardo no
desenvolvimento e de outras patologias, sobretudo para a caracterizacao da relacao entre
possiveis estagios precursores das doengas, assim como, para a identificagdo de regides

genOmicas que possam conter genes candidatos (KESER et al., 2008).
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2 Material e Métodos
2.1 Grupo Amostral

No periodo de maio de 2010 a fevereiro de 2011 foram convidados 45 pacientes,
da Clinica Escola de Fonoaudiologia da Pontificia Universidade Catolica de Goias, com
perda auditiva sensorioneural sem etiologia definida, com ou sem antecedentes
familiares e sem caracteristicas sindromicas, para participarem desta pesquisa.

Os individuos e/ou responsaveis, receberam informagdes sobre os objetivos
deste estudo, assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido pos—informacgao e
responderam individualmente a anamnese com respeito a historia individual para
confirmar os critérios de inclusdo e exclusao.

Na anamnese foram abordadas questdes sobre gestagdo, parto, antecedentes
familiares, época do diagndstico da perda auditiva (PA), uso de Aparelho de
Amplificagdo Sonora Individual (AASI) e Implante Coclear (IC), tipo de linguagem
utilizada, escolaridade entre outros. Nesta primeira etapa, foram excluidos 3 pacientes,
que durante a entrevista esclareceram a etiologia da PA. Outros 3 pacientes ndo
compareceram para a anamnese e¢/ou assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

ApOs esta etapa, todos os individuos foram submetidos a avaliagdo audiologica,
sendo que, 3 individuos foram excluidos por apresentarem PA mista e outros 2 nao
compareceram nas sessoes agendadas para avaliacdo auditiva, impossibilitando a coleta
dos dados e da amostra biologica. Adicionalmente, outros 3 foram excluidos do estudo,
pois 2 ndo compareceram no dia agendado para coleta sanguinea e 1, apesar de
comparecer para a coleta, ndo possibilitou a realizacdo da mesma.

Ap6s todas as exclusdes, o grupo de estudo foi constituido por 31 individuos de

ambos os sexos, pacientes da Clinica Escola de Fonoaudiologia da PUC Goias, que
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preencheram todos os critérios de inclusdo e exclusdo, previamente estabelecidos para
execucdo desta pesquisa. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica (CEP—

PUC/GO) em pesquisa com seres humanos, sob o protocolo n°

2.2 Avaliacao Audioldgica

Ap6s assinatura do TCLE e Anamnese, os voluntarios realizaram avaliagdo
auditiva, no Laboratério de Audiologia da Clinica Escola de Fonoaudiologia da
Pontificia Universidade Catolica de Goias.

Os participantes foram submetidos inicialmente a meatoscopia, seguida da
avaliacdo auditiva. Nesta avaliacdo, as medidas de imitancia actstica e a audiometria
tonal limiar foram realizadas por fonoaudiélogos em cabines acusticamente tratadas. A
meatoscopia foi realizada com otoscopio Welch Allyn. Os equipamentos utilizados para
imitanciometria e audiometria foram o imitancidmetro AZ-7, Interacoustics e o0s
audiometros AC—40, Interacoustics — 2 canais ¢ GSI 61, Grason Stadler — 2 canais.

Na meatoscopia buscou—se verificar qualquer obstru¢do para a passagem do
som, como cera excessiva, corpos estranhos, atresia de conduto ou ma formagao de
membrana timpanica.

Na imitanciometria, foi verificada a curva timpanométrica, a complacéncia
estatica e os reflexos acusticos estapedianos, com o objetivo de avaliar a integridade do
sistema timpano ossicular. A classificagdo utilizada foi a de Jerger, 1970.

Na audiometria tonal liminar pesquisou—se as frequéncias de 0,25; 0,5; 1,0; 2,0;
3,0; 4,0; 6,0 e 8,0 kHz, com o intuito de quantificar os limiares auditivos dos sujeitos do
estudo. Para classificar o grau da perda auditiva no diagndstico audioldgico, considerou
— se as orelhas individualmente, utilizando a classificacdo de Lloyd e Kaplan (1978). A
perda auditiva foi considerada simétrica quando as orelhas do individuo apresentavam o

mesmo grau e assimétrica quando apresentavam diferenga entre os graus.
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2.3 Obtenc¢ao das Amostras Biologicas

Subsequente a avaliagdo audioldgica foi coletado no Nucleo de Pesquisas
Replicon — Departamento de Biologia — Pontificia Universidade Catolica de Goias, 10
mL de sangue periférico heparinizado, por pun¢do venosa para cada participante. Apos
a coleta, 2 mL de sangue foram encaminhados para o Laboratorio de Citogenética para a
realizagdo do caridtipo com bandeamento GTG. Os demais 8 mL de sangue foram
centrifugados para a obtencdo do anel leucocitdrio e armazenado em microtubos a

temperatura de —20°C para posterior extragdo de DNA.

2.4 Estudo Cromossomico por Bandeamento GTG

Foram realizadas culturas de linfocitos T do sangue periférico em curto prazo,
conforme os protocolos para a obtengdo de cromossomos metafasicos para a avaliagao
cariotipica. As amostras de sangue periférico foram cultivadas em meio de cultura
RPMI-1640® com L-glutamina (GIBCO) suplementado com 10% de soro fetal
bovino® (GIBCO), fitohemaglutinina® (GIBCO) e antibidticos por 48 horas. As
culturas celulares foram paralisadas pela adicdo de colcemid® (SIGMA) a 16ug/mL,
seguida pela hipotonizagdo por KCI (MERCK) a 0,075M e fixadas em solugdo alcool—
acida de Carnoy. Utilizando laminas limpas, as amostras foram gotejadas, secas e
envelhecidas para a realizagdo do bandeamento GTG. Apdés o bandeamento
cromossdmico, as ldminas foram coradas em solugdo de Giemsa (GIBCO) a 4%. Para
cada paciente com PA sensorioneural ndo sindromica foram analisadas 20 metéfases,
utilizando microscopia Axiolmage2® (CARL ZEISS / ALEMANHA) com platina
motorizada, controlada pelo sistema de escaneamento de laminas Metafer4®
(METASYSTEMS / USA). A andlise cromossdmica e o pareamento dos cromossomos

foram realizados utilizando o software /IKAROS® (METASYSTEMS / USA). Apoés a
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analise, todas as amostras e laminas foram arquivadas no Nucleo de Pesquisas Replicon

da Pontificia Universidade Catoélica de Goias.

2.5 Extracio e Purificacdo do DNA

O método para a extracao e o isolamento de DNA foi escolhido com a finalidade
de originar DNA de alto peso molecular que consiste, basicamente, no rompimento
mecanico e/ou enzimatico dos tecidos, extragdo das proteinas e acidos graxos pela acdo
de solventes organicos e precipitacdo do DNA com etanol. Para a extracdo, foi utilizado
o kit comercial de purificacio do DNA gendmico Wizard® (PROMEGA

CORPORATION / EUA), seguindo todas as instru¢des do fabricante.

2.6 Hibridizacao Genomica Comparativa

A investigacdo dos imbalangos cromossomicos por CGH (KALLIONIEMI et
al., 1992) foi realizada utilizando o kit comercial para CGH / Nick Translation®
(ABBOTT VYSIS / USA), seguindo as recomendagdes do fabricante. Para verificar a
eficiéncia do processo de marcacdo, as amostras foram submetidas, utilizando um gel de
agarose (2%) em TBE 1X, a um campo elétrico com voltagem constante de 10V/cm,
por 1h. Os fragmentos de DNA com 300-1000pb foram revelados pela coloracao do gel
em solug¢do de brometo de etideo (Smg/mL). Posteriormente, a imagem foi capturada
utilizando sistema de video—documentacdo / VDS — Video—documentation System®
(GENERAL ELECTRICS / USA). As condi¢des de hibridagdo das amostras ocorreram
em sistema de co—desnaturagdo, utilizando forno de hibridagcdo para laminas do tipo
Hybrite® (ABBOTT VYSIS / USA). A Tabela I apresenta os parametros da hibridagio

das amostras.
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Tabela I. Protocolo de hibridagdo dos fragmentos marcados por nick
translation envolvendo a co—desnatura¢do em forno para laminas

Etapas Teml?)eratura Tempo  Ciclos
@9
Co—desnaturagao Inicial 84=+1 5 minutos 1
Anelamento 37 72 horas 1
Armazenamento 4 o0 o0

A captura das imagens foi realizada utilizando o sistema de fotomicrografia de
epifluorescéncia Axiolmage?® (CARL ZEISS / ALEMANHA) equipado com lampada
de mercurio HBO — 100W, platina motorizada e conjuntos de filtros (emissao/excitagao)
para fluorescéncia (FITC — 550/540nm, DAPI — 340/440nm e TRICT — 660/570nm) e o
Software ISIS/CGH® (METASYSTEMS / EUA).

Na obtencao do perfil linear para CGH cromossomico, foram utilizadas no
minimo, 10 metdfases por caso. Os valores limitrofes para ganhos e perdas foram,
respectivamente, 1,25 e 0,75. As perdas cromossdmicas foram consideradas para os
casos que apresentaram valores menores que 0,75. Os ganhos cromossomicos para os
casos com valores maiores que 1,25.

As imagens dos cromossomos sobrepostos, alteragdes estruturais (quebras
cromatidicas/cromossOmicas, cromossomos em anéis, fragmentos acéntricos,
cromossomos dicéntricos, dentre outras), depodsitos de corante, auséncia de
fluorescéncia e o cromossomo Y foram excluidos da anélise. Como controle interno da
rea¢do de CGH foi utilizado o DNA da linhagem celular MPE600® (ABBOTT VYSIS /
USA) que apresenta um conjunto de alteragdes gendmicas pré—identificadas que

acompanha o kit de CGH utilizado neste estudo.
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3 Resultados Discutidos
3.1 Estatistica Descritiva do Grupo Amostral

A Tabela II apresenta o descritivo do grupo amostral utilizado neste estudo
observados nos pacientes portadores de perda auditiva ndo sindrémica.

Do grupo amostral, 45,2% (14/31) eram do sexo masculino e 54,8% (17/31) do
feminino, com idade média de 19,5 anos, sendo que 54,8% citaram antecedentes
familiares de perda auditiva, 41,9% afirmaram nao haver antecedentes e 3,2% nao
souberam informar (ado¢ao e nao ha conhecimento da familia biologica). Todos os
participantes apresentavam perda auditiva sensorioneural, dos quais 87,1% dos

individuos referiram perda auditiva pré—lingual e 12,9% perda auditiva p6s—lingual.

Tabela II. Aspectos descritivos do grupo de voluntarios com perda auditiva sensorioneural nio

sindromica
Média da , Epoca de manifestacio (%) Cariétipo
Numero de
Sexo Idade Pacientes (%) Pré-lingual Pés-lingual
(anos)

Masculino 2.4 452 (1431) 78,6 (11/14) 21,4 (3/14) 46,XY
Feminino 17,1 548 (1731) 94,1 (16/17) 5,9 (1/17) 46,XX

Total 19,5 100 31) 87,1 (27/31) 12,9 (4/31) -

Estes aspectos permitem uma compreensdo mais ampliada sobre a etiologia da
perda auditiva sensorioneural ndo sindromica, além da sua caracterizagdo citogenética,
pelo que relatou Godinho e col. (2003), na estreita relagdo com a heranc¢a autossomica
dominante, manifestando-se como perda auditiva pds—lingual, e com a heranca

autossOmica recessiva como perda auditiva pré—lingual.

3.2 Achados Audiologicos

Para todos os participantes a meatoscopia mostrou—se dentro do padrao de
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normalidade. Também nao foram encontradas alteragdes na avaliagao das medidas de
imitancia acustica.

No exame de audiometria tonal limiar o resultado encontrado em relagdo a
simetria da perda foi de 16 (25,8%) orelhas, 8 individuos, com perdas assimétricas e 46
orelhas (74,2%), 23 individuos, com perdas simétricas.

Das orelhas testadas permitiu-se, também, constatar o grau de perda auditiva que

elas apresentavam, como mostra a Tabela III.

Tabela III. Classifica¢do das perdas auditivas quanto ao grau segundo a quantidade de orelhas testadas

Grau da perda Quantidade de orelhas testadas

Leve 2 (3,2%)

Moderado 5 (8,1%)
Moderadamente Severo 5(8,1%)

Severo 10 (16,1%)

Profundo 38 (61,3%)

Dentro dos padrdes de normalidades com

rebaixamento nas freqiiéncias de 3, 4, 6 ¢ 8 kHz 2 (3,2%)

3.3 Padroées Cariotipicos

A andlise citogenética resultou em cariotipos com normalidade cromossdmica
numérica e estrutural para todos os individuos avaliados, conforme apresentado na
Tabela II. A Figura 1 indica uma metafase e o pareamento cromossomico de um
paciente do sexo masculino avaliado nesse estudo. A avaliagdo cromossomica permitiu
a exclusdo de quaisquer cromossomopatias detectaveis pela citogenética convencional

utilizando o método de Bandeamento GTG.

49



"t

A - v B e - -
." ¥ e - 3: 1 Bi &
;! s ¥ | ‘
E=]
® . L e \
ey - ° B BE A XX BN sz 33
" ~ ‘}. & - ‘. ) : -
. » U6 ns AL EX AR Ha
» »" - % v ~ . =
o S
\ b ¥ a
. r LA s e 2] “

Figura 1. Cariétipo com bandeamento GTG em linfocitos T do sangue periférico de um paciente do sexo
masculino (Caso No. 2329) com perda auditiva sensorioneural ndo sindromica. Em [A] a metafase e em
[B] o pareamento cromossomico.

3.4 Imbalancos Cromossomicos Detectados por CGH

Nos estudos de perda auditiva ndo sindromica, a técnica de CGH tem
contribuido para a caracterizagdo da relagdo entre possiveis estagios precursores da
doenca, assim como, para a identifica¢do de regides gendmicas que podem conter genes
candidatos relacionados com a etiologia da doenga. Esta técnica vem sendo aplicada em
uma grande variedade de doengas genéticas (DA SILVA, 2010). A Figura 2 exemplifica

a hibridagdo gendmica comparativa realizada neste estudo.

Figura 2. Hibridacdo Gendmica Comparativa Cromossdmica. Em [A] metafase resultante da composi¢ao
final de cores apds a captura das imagens utilizando os filtros DAPI (azul), FITC (verde) e TRITC
(vermelho). As regides destacadas em verde e vermelho representam areas com imbalancos
cromossomicos. Em [B] o posicionamento dos cromossomos com o perfil cromossdmico
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A técnica de CGH, extensivamente utilizada para a identificacdo das alteracdes
genéticas, permite a andlise em um Unico experimento, de alteragdes do nimero de
copias de DNA de todo o genoma. A Figura 3 apresenta as principais regides com
imbalangos cromossomicos identificados pelo CGH no presente estudo. As regides de
ganho e perda, quando comparadas com DNA referéncia, estdo destacadas em verde e
vermelho, respectivamente.

No total, foram analisados 3.349 cromossomos, com média de 108,03
cromossomos por paciente. Dos 209 imbalangos cromossdmicos observados, 123
(58,9%) foram referentes aos ganhos (verde) e 86 (41,1%) as perdas (vermelho),
evidenciando uma diferenca significativa entre eles (p=0,021). Os cromossomos com
maior frequéncia de imbalangos foram: o #3 (30/209) com 14,4% das alteragdes totais,
sendo 19 (63,3%) ganhos e 11 (36,7%) perdas; o cromossomo X (19/209) com 9,1% das
alteracoes totais, sendo 15 (78,9%) ganhos e 4 (21,1%) perdas; e o # 5 (16/209) com

7,7% das alteracdes totais, sendo 12 (75%) ganhos e 4 (25%) perdas.
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Figura 3. Imbalangos cromossomicos observados em pacientes com perda
auditiva sensorioneural n3o sindromica. Em verde, regides com ganhos
gendmicos e em vermelho, regides cromossomicas com perdas gendmicas. Os
numeros entre parénteses representam a quantidade de cromossomos analisados.
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As regides de ganhos gendmicos podem refletir a presenca de segmentos extras
de material genético, ocasionando um aumento de produtos protéicos os quais podem
desempenhar papel no desenvolvimento da perda auditiva. Evidentemente, as perdas
gendmicas também podem refletir uma participacdo na PASNS, por interferir no
equilibrio do numero de cdpias no genoma e haploinsuficiéncia de produto protéico
especifico, muitas vezes ainda ndo descrito na literatura (NIVOLINI et al., 2010). Os
resultados obtidos ap6s a analise da hibridagdo comparativa, envolvendo o genoma de

individuos que apresentam perda auditiva nao sindrémica, estao descritos na Tabela IV.
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Tabela IV. Imbalangos cromossémicos observados em pacientes com perda auditiva sensorioneural ndo sindromica
pelo método de hibridagao gendmica comparativa, evidenciando alteragdes do numero de copias de DNA, incluindo
regides com ganhos e perdas cromossomicas.

Regides Cromossomicas Imbalancos Gendomicos
Cromossomo Total
Perdas Ganhos

1p34.2; 1p35; 1q24; 1925; 1qg31; 1q932.1;
1q32.2; 1q32.3; 1g41; 1943

2 2q32.1; 2933 - 2

3p25; 3ql2; 3ql3.1; 3ql3.2; 3q13.3; 3q21;
3p12; 3pl4.1; 3pl4.3; 3p21.1; 3p21.3; 3q22; 3923; 3q24; 3925.1; 3g25.3; 3q25.2;

1 1p21; 1p22.1; 1p31.1; 1p36.3; 1q21.2 15

3 3p24.1; 3921; 3924; 3926.2;3926.3; 3q29  3q25.3; 3q26.1; 3q26.2; 3926.3; 3927; 3q928; 30
3929
4q12; 4q13.2; 4q13.3; 4q24; 4926; 4q28;
4 4Q31.1; 4q31.3; 4q33; 4q34; 435 4q27 12
. . . S5pl3; 5p13.2; 5p13.3; S5pl4; S5pl5.1; 5p15.2;
3 3q11.2;5q13.2; 5q14; 522 Sp15.3: 5q31.1: 5q32: 54333 5q34: 54353 10
6 6pll.1; 6pl11.2; 6pl12; 6q13; 6ql4; 6ql15; 6a21 13
6q16.1; 6q21; 6q22.1; 6q24; 6q25.1; 6q27 1
7 7p15.2: 7q21.1; 7422 7436 Tpl13; Tp21; 7q21.1; 7q31.2; 7q31.3; 7q33; 11
7q34
8 8pl12; 8p22; 8ql1.2; 8q12; 8q24.3 8ql3 6
. 9q21.3; 9922.3; 9q31; 9932; 9q33; 9q34.1;
? 9p21; 9p24 9g42.2: 9q34 3 10
10p11.2; 10p12.3; 10pl5; 10qll1.2; )
10 10q21.1: 10q26.3 10g23.1; 10g25.1 8
11 11pl4; 11g22.3 11g23.1; 11g23.3 4
12 12p13.3 12q15; 12g22 3
13 13q13; 13g21.1; 13g31 13q12.3; 13q14.3; 13q32; 13q34 7
14 B 14q22; 14q23; 14q924.3; 14q31; 14q32.1; 7

14932.2; 14q32.3

15q12; 15ql13; 15ql4; 15ql5; 15921.1;

15 15921.2; 15921.3; 15g26.3 15q22.2; 15g22.3; 15923; 15q24; 15q25; 16
15q26.1; 15¢26.2; 15q26.3
16p11.2; 16pl12; 16p13.1; 16p13.2; 16p13.3;

16 B 16922; 16q23; 16q24 8

17p12; 17ql12; 17921.3; 17q22; 17q23;

17 N 17q24; 17q25 7
18 18q21.1; 18q21.2; 1822 18p11.2; 18p11.3 5
19 19q13.1; 19q13.4 - 2
20 20p11.2; 20p13; 20q13.1; 20q13.3 20p12; 20p13 6
21 - - -
22 22q13.1; 22q13.3 - 2

Xpll.2; Xpl1.3; Xpll.4; Xp21.1; Xp21.2;
X Xp22.3; Xq26; Xq27; Xq28 Xp21.3; Xql3; Xqg21.1; Xqg21.2; Xq21.3; 19
Xq22.1; Xq22.2; Xq22.3; Xq24; Xq25
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Tabela V. Regides génicas associadas a perda auditiva que foram identificadas por CGH cromossdmico
em 31 pacientes com perda auditiva sensorioneural ndo sindromica, incluindo a época de manifestagio da

doenga. ]
Loci Genes Localiza¢ao Referéncias Mflll’i(z:tggﬁo

DFNA2 KCNQ4 +1p34.2 Kubisch et al., 1999 Pos—lingual
DFNAS8/12 TECTA -11g23.3 Verhoeven et al., 1998 Pré-lingual
DFNA22 MYO6 —6q13 Melchionda et al., 2001 Pos—lingual
DFNB4 SLC26A44 +7q31.2-p31.3 Lietal, 1998 Pré-lingual
DFNB6 TMIE —1p21.3—p21.1 Naz et al., 2002 Pré-lingual
DFNBI16 STRC +15q15 Verpy et al., 2001 Pré—lingual
DFNBIS USHIC “11pl4 %ﬁ‘;ﬁ Z 2‘; 5885 Pré-lingual
DFNB23 PCDHI15 —-10p11.2—q21 Ahmed et al., 2003 Pré-lingual
DFNB28 TRIOBP ~22q13 R?;‘Zai’(;giff :tl;; 1%02()()60 . Pré-lingual
DFNB31 WHRN +9q32—q34 Mburu et al., 2003 Pré-lingual
DFNB36 ESPN —1p36.3 Naz et al., 2004 Pré-lingual
DFNB37 MYO6 —6q13 Ahmed et al., 2003 Pré-lingual
DFNX2/DFN3  POU3F4 +Xq21.1 De Kok et al., 1995 Pré-lingual

A Tabela V, acima, destaca as regides cromossdmicas com ganhos e perdas
genomicas que apresentam regioes génicas ja descritas na literatura, incluindo a época
da manifestagdo da perda auditiva. Nas regioes génicas DFNB36 (ESPN), DFNA2
(GJB3), DFNB6 (TMIE), DFNA22 (MY06), DFNB4 (SLC26A44), DFNAS (TECTA),

DFNBI16 (STRC), DFNA20 (ACTGI), DFNB28 (TRIOBP) ¢ DFN3 (POU3F4) foram
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observados imbalangos cromossdmicos. Estas regidoes apresentam uma associacdo com
a perda auditiva sensorioneural ndo sindromica.

A metodologia da hibridacdo gendmica comparativa permitiu observar
imbalancos cromossdomicos em alguns loci génicos ja descritos na literatura
relacionados & PASNS. Dentre outros achados, o loci DFNA2, que tem heranca
dominante e manifesta—se na época pds—lingual do individuo, DFNB6, que se manifesta
na época pré—lingual e tem heranga recessiva. O gene POU3F4 (DFNX2/DFN3), com
localizagdo no cromossoma X, foi o unico encontrado dentre os genes listados na
literatura para este cromossomo, apresentando manifestacdo pré—lingual. Para que se
confirme a presen¢a de imbalangos cromossdmicos encontrados em relagdo a perda
auditiva, que neste foram 15 regides de ganho, serdo necessarias novas pesquisas com
este cromossomo. A Figura 4 apresenta uma visdo geral do perfil de CGH
cromossdmico na PA sensorioneural ndo sindromica, evidenciando as diversas regides

cromossOomicas que ainda necessitam de maiores investigagoes.
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Figura 4. Perfil Linear em Barras da Hibridagdo Gendmica Comparativa
Cromossdmica. Em verde, regides com ganhos genémicos e em vermelho, regides
cromossOmicas com perdas gendmicas associadas 8 PASNS.
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As alteracdes gendmicas ndo se distribuiram ao acaso entre os casos estudados
(x*31=6,67; p<0,0001). Neste sentido, ndo & possivel atribuir uma alteragdo gendmica
especifica, detectada por CGH cromossomico, para os quadros de perda auditiva. Por
outro lado, os resultados refletem um significante grupo de imbalangos cromossdmicos
ainda ndo descritos como portadores de regides génicas que podem estar associadas a
perda auditiva.

Steel e Bussoli (1999) e Sartoratto e Guerra (2002) atestam que ha, ainda, uma
grande quantidade de genes ainda por serem descritos e relacionados com a PA, tanto
em situagdes sindromicas, quanto nas nao sindromicas. Neste contexto, fica evidente
uma demanda crescente de necessidade de reunir esforgos para elucidar a participagdo
dos fatores genéticos da perda auditiva.

A natureza multifatorial da perda auditiva ¢ certamente uma situagdo muito
evidente. Contudo, os imbalancos cromossdmicos assumem um papel importante na
génese e desenvolvimento da doenca. Apesar de que, os ganhos (58,9%)
cromossOmicos superam as perdas (41,1%), sugerindo que apenas o aumento do nimero
de copias do genoma, quando comparados com DNA de referéncia, seja o unico
percurso para a perda auditiva. No entanto, esta condigdo nao parece ser correta. No
final, nota—se que os ganhos ocorrem em diversas regides cromossdmicas, de maneira
aleatoria e sem repeticao entre as 31 amostras avaliadas, enquanto que as regides que
apresentaram perdas foram mais seletivas, ocorrendo, na maioria das vezes, nas regioes
cromossdmicas associadas a genes ja conhecidos, os quais desempenham importante
papel no desenvolvimento da audi¢do, sugerindo maior consisténcia de que as delecdes,

também sejam eventos associados com o processo da perda auditiva.
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4 Consideracoes Finais

As diversas condicdes genéticas responsaveis pelo desenvolvimento da perda
auditiva sensorioneural ndo sindromica, geralmente, estdo associadas aos genes
envolvidos com proteinas que regulam a formagdo, o crescimento e a diferenciagdo
celular das complexas estruturas anatomorfofisiologicas que participam da audi¢do. A
identificacao de marcadores relacionados ao desenvolvimento da perda auditiva seria de
grande auxilio no planejamento profilatico (aconselhamento genético), diagndstico e
mesmo terapéutico. Além disso, podem proporcionar uma melhor compreensao da
doenca e consequentemente o desenvolvimento de novas abordagens.

Nesta avaliacdo genético-molecular de individuos diagnosticados com perda
auditiva sensorioneural ndo sindrémica podemos observar que as regides de imbalangos
cromossdmicos ndo estdo completamente associadas ao quadro clinico observado nos
pacientes.

Nos 209 imbalancos cromossdmicos encontrados neste estudo apenas 13 regides
gendmicas (tabela V) ja foram descritas na literatura. As demais regides gendmicas, que
foram identificadas com imbalancos cromossomicos ainda nao foram descritas como
relacionadas as perdas auditivas. Para estas situacdes, tornam—se necessarias novas
abordagens metodologicas e investigativas para melhorar a compreensdo da
participacao de novos genes nos processos do desenvolvimento da audicao.

As técnicas de hibridagdo gendmica comparativa tém contribuido para melhorar
a compreensao das alteragdes genéticas em diversas situagdes clinicas, sobretudo para a
caracterizacdo da relacdo entre estagios iniciais das doencas, assim como, para a
identificacdo de regides gendmicas que podem conter genes associados a condigdo

investigada. Deste modo, o melhor entendimento dos papéis dos fatores genéticos nos
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mecanismos relacionados com os processos de diferenciacao celular, vem contribuir no

melhor entendimento da génese dos agravos a saude, em especial, na perda auditiva.

Considera-se que a avaliagdo de pacientes com PA deve incluir avaliagao
audioldgica, exame clinico, avaliagdo genética, historia familiar, aconselhamento e
suporte aos pais, ou seja, uma abordagem multidisciplinar, visando aperfeicoar os
procedimentos mais adequados para a crianga (ALVES e RIBEIRO, 2007). A
combinagao entre a investigagdo de mutagdes , com programas de triagem auditiva sera
muito importante para a identificagao e intervengao precoce das perdas auditivas, sendo
cruciais para o desenvolvimento da comunicacdo (DUNCAN et al., 2007, MAHDIE e

RABBANI, 2009).
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